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Resumen

La fosforilación de la glucosa catalizada por las hexocinasas (HXK) es el primer

paso fundamental para la utilización de glucosa. Aunque se conoce acerca del

metabolismo de la glucosa en especies de peces comerciales, el conocimiento

sobre éste, es casi nulo en el pez cebra (Danio rerio), que es un organismo

modelo importante para la investigación biológica. Nosotros buscamos los

genes de las hexocinasas en este pez por medio de análisis BLAST;

determinamos su expresión en hígado, músculo, cerebro y corazón; evaluamos

su respuesta al ayuno y a la administración de glucosa; y realizamos estudios

de homología de secuencias para vislumbrar su historia evolutiva.

Confirmamos por estudios de RT-qPCR que las seis secuencias de DNA

anotadas como posibles hexocinasas en el genoma de este pez en el GenBank

del NCBI se transcriben. La distribución de los genes de las HXKs en los

órganos estudiados del pez cebra es similar a la de mamíferos, los cuales son

organismos evolutivamente distantes. De éstos genes, DrGLK y DrSHXK1 se

expresan en el hígado del pez, DrHXK1 en cerebro y corazón, y DrHXK2 en el

músculo. El único gen que respondió a la administración de glucosa fue DrGLK

en hígado. Su expresión es inducida aproximadamente 1 hora después de la

inyección intraperitoneal de glucosa, pero no después de la inyección con

solución salina. La comparación de las secuencias correspondientes del pez y

de mamíferos, implica que en ambos grupos taxonómicos, las principales

isoformas de músculo y cerebro son producto de la fusión del gen ancestral,

mientras que la glucocinasa del pez y de mamíferos ha permanecido sin

duplicar sus genes.



9

Palabras clave: Danio rerio, Ayunado, Alimentado, Glucocinasa, Utilización de

glucosa, Hexocinasa, Evolución molecular, Inanición

1. Introducción

La fosforilación de la glucosa catalizada por las hexocinasas (HXK) es el primer

paso fundamental para la utilización de glucosa. La familia de las hexocinasas

se compone de varias enzimas relacionadas evolutivamente; todas ellas

catalizan la fosforilación de la glucosa para producir glucosa-6-fosfato. Las

cuatro isoenzimas de la hexocinasa en mamíferos (ATP: D-hexosa-6-

fosfotransferasa, EC 2.7.1.1) se designan como I, II, III y IV de acuerdo a su

movilidad electroforética (Katzen et al., 1965). Las hexocinasas I, II y III

comparten varias propiedades, incluyendo su peso molecular de 100 kDa, una

alta afinidad por la glucosa e inhibición por el producto de reacción, que es la

glucosa-6-fosfato (Grossbard y Schimke, 1966). La hexocinasa IV o D (también

llamada glucocinasa hepática) tiene un peso molecular de 50 kDa y posee

propiedades cinéticas que no comparte con las demás hexocinasas: (1) baja

afinidad por glucosa, (2) curvas de saturación sigmoidales de su sustrato y (3)

la inhibición por una proteína reguladora, así como por una larga cadena de

acil-CoAs (Van Schaftingen, 1994).

Es muy probable que las hexocinasas hayan evolucionado a partir de un gen

ancestral que codificaba para una proteína de 50 kDa que dio lugar a las

hexocinasas de 100 kDa por eventos duplicación/fusión, así como para la
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glucocinasa hepática de 50 kDa (Ureta, 1982). La hexocinasa II posee dos

sitios catalíticos distintos, uno en cada mitad de sus extremos carboxilo y

amino. Si bien las hexocinasas I y III poseen solo un sitio activo en la mitad de

su extremo carboxilo, mientras que su extremo amino es catalíticamente

inactivo. Así, se ha sugerido que la hexocinasa II es la más parecida a la

hexocinasa ancestral, que se generó por eventos de duplicación/fusión de los

genes (Tsai y Wilson, 1995).

En cerebro y músculo de mamíferos las hexocinasas I y II (respectivamente) y

la glucocinasa hepática, se han estudiado con mucho más detalle que la

hexocinasa III, la cual está ausente o presente (en bajas cantidades) en

muchos tejidos; por lo tanto, su papel fisiológico es menos claro (Katzen y

Schimke 1965). El rasgo distintivo de esta última isoenzima es que es inhibida

por el exceso de glucosa (Ureta, 1982). Debido a la baja Km de las

hexocinasas I, II y III, estas mantienen su actividad máxima a concentraciones

de glucosa tan bajas como 0.1 mM, y están prácticamente saturadas a una

concentración normal de glucosa en sangre (Ureta et al.1971a, b; Storer y

Cornish-Bowden 1976). En contraste, la muy alta Km (8 mM) de la glucocinasa

hepática por la glucosa, concuerda con la cantidad variable de glucosa que

recibe el hígado a través de la vena porta, lo que le permite al hígado disminuir

la glucosa en sangre en el período postabsortivo (Niemeyer et al., 1975). La

glucocinasa hepática también esta presente en células beta pancreáticas

glucosensibles y en regiones del cerebro como el hipotálamo, por lo que actúa



11

como censor de cambios en los niveles de glucosa circulante (Matschinsky et

al., 2006).

En contraste con los mamíferos, el control de glucosa en sangre en peces es

muy diferente, la utilización de carbohidratos es poco eficaz en muchas

especies, clasificándose como: pobre, intermedia o buena en otras (Panserat et

al., 2000a; Moon 2001). Por otra parte, existen numerosos informes sobre

estudios del metabolismo de la glucosa en especies comerciales (por ejemplo,

trucha dorada, trucha arcoíris y la carpa), incluyendo investigaciones acerca de

la distribución en tejidos y la regulación de su glucocinasa hepática, la cual es

inducible por insulina y alimentos así como sucede en mamíferos (Panserat et

al., 2000a, b; Soengas et al., 2006; Egea et al., 2007). Por otra parte, el

conocimiento es nulo acerca de la glucocinasa hepática en el pez cebra, al

igual que, de su metabolismo de carbohidratos. El pez cebra es una especie

que se ha convertido en uno de los organismos modelo más importantes para

la investigación genómica, biología del desarrollo, fisiológica y de

enfermedades; aunado a que su genoma, se ha secuenciado recientemente

(Nüsslein-Volhard y Dahm, 2002;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/zebrafish/ ).

Debido al incremento en la importancia del pez cebra en muchas áreas de la

investigación biológica, y como parte de nuestro proyecto en curso sobre la

evolución del control genético del metabolismo del carbono, buscamos los

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/zebrafish/
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genes de las hexocinasas en el pez. De los seis genes anotados como

hexocinasas en el genoma del pez cebra en el GenBank del NCBI, realizamos

estudios de homología de secuencias para vislumbrar su historia evolutiva y

determinamos su expresión en hígado, músculo, cerebro y corazón para

estudiar la distribución en dichos órganos por RT-qPCR. Analizamos su

respuesta al ayuno y a la administración de glucosa, encontrando que la

glucocinasa hepática del pez se comporta de manera similar a la glucocinasa

hepática de mamíferos.

2. Materiales y Métodos

2.1. Análisis in silico de las hexocinasas del pez cebra

Para determinar el grado de similitud de las seis secuencias anotadas como

hexocinasas en el servidor NCBI para el pez cebra, usamos el programa

BLAST con nucleótidos y proteínas, utilizando las secuencias de mamíferos

(rata y humano) y peces [(trucha dorada (Sparus aurata), trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) y carpa común (Cyprinus carpio)] como referencia.

(Tabla 1). Las secuencias obtenidas se utilizaron posteriormente para

determinar la relación filogenética entre las hexocinasas del pez y de los

mamíferos (ver más adelante) así como para el diseño de los oligonucleótidos

(Tabla 2) para cuantificar sus respectivos mRNA por medio del análisis de RT-

qPCR.
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Tabla 1. Número de acceso de las secuencias de aminoácidos de las

hexocinasas reportadas en el GenBank del NCBI, usadas para el análisis de

similitud por BLAST y filogenia.
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Tabla 2. Secuencias de la familia de los genes de las hexocinasa (Gen Bank,

NCBI) y sus secuencias de oligonucleótidos (5´ 3´) usadas en este estudio.

2.2. Peces

Los ejemplares del pez cebra (Danio rerio) fueron donados por el Acuario de la

Facultad de Ciencias de la Universidad de Nacional Autónoma de México

(UNAM). Para el análisis, se utilizaron machos juveniles con un promedio de

edad de 60 días, que se mantuvieron de acuerdo a protocolos estándar

(Nüsslein-Volhard, 2002). Su peso fue de 0.21 ± 0.055g (n=60). Los peces se

alimentaron dos veces al día a saciedad y que son los que denominamos

“peces alimentados”. Para alimentar a los peces, utilizamos un alimento
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comercial [Dry Fish Flakes de Tropical Fishes (Wardley, New Plymouth, New

Zealand)], que contiene: 40% de proteínas y 4% de grasa como mínimo y 5%

de fibra, 8% de humedad y 19% de cenizas como máximo. Los peces se

sacrificaron por decapitación usando los protocolos aprobados por el Comité de

Ética de Animales de Investigación de la UNAM (www.unam.mx).

2.3. Diseño Experimental

Posteriormente, determinamos el nivel de expresión de cada uno de los genes

preferentemente expresados en los órganos estudiados de los peces

alimentados (n=5), y se compararon con los niveles de expresión de las

hexocinasas de los peces ayunados por 48 hrs. Además el curso del tiempo de

la expresión del mRNA de las hexocinasas se determino 15, 30, 45 y 60 min

(n=5 cada uno) después de inyectar intraperitonealmente (IP) una solución de

glucosa (300mg/kg; Harmon et al., 1991) a los peces ayunados por 48 hrs

mientras que al grupo control se le inyecto solución salina. La sangre se

recolecto en todos los animales al momento de la decapitación para determinar

la concentración de glucosa.

2.4. Extracción de RNA y análisis por RT-qPCR

Al hígado, músculo, cerebro y corazón se les extrajo el RNA total por medio del

método del TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con el

protocolo del fabricante. La concentración del RNA se determino mediante su

http://www.unam.mx/
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absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Para eliminar los restos de DNA

genómico, el RNA fue digerido con DNasa I (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.). La

integridad del RNA fue confirmada por electroforesis en un gel de agarosa al

1%. Después, se realizaron diferentes diluciones del RNA total de cada uno de

los órganos (50, 250, 500 y 1000 ng), estos RNAs se convirtieron a cDNA

usando la transcriptasa reversa M-MLV y los hexámeros al azar (Primers;

Invitrogen). Los resultados se normalizaron con la sonda TaqMan 18SrRNA de

humano (Applied Biosystems). La expresión de los mRNAs se cuantifico

mediante la amplificación correspondiente de sus cDNAs por PCR en tiempo

real (qPCR) utilizando sondas TaqMan de 200 a 250 pb (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA) (Tabla 2), incubando 1µl del cDNA en 10µl de volumen

de reacción. Las determinaciones se realizaron por triplicado, la amplificación

se realizo utilizando un equipo ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante. El análisis de los datos para la

cuantificación de RNA se realizó por el método comparativo CT (Livak y

Schmittgen, 2001).

2.5. Cuantificación de Glucosa

La glucosa en sangre se obtuvo inmediatamente después de la decapitación

de los peces y se midió con en el glucómetro Optium Xceed de Abbott

(Alameda, CA, USA). Dicha concentración no fue determinada en plasma,

debido a que la cantidad de sangre que se puede obtener por animal es muy

pequeña, en promedio un pez cebra cuenta con alrededor del 3% de sangre

con respecto a su masa (Nüsslein-Volhard, 2002); la diferencia entre la
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concentración en los dos fluidos es de aproximadamente 15%, pero para

nuestros propósitos los valores absolutos de cada uno no son tan relevantes

como la diferencia entre ellos.

2.6. Análisis de la evolución molecular

Las estructuras de las uniones de cada uno de los genes de las hexocinasas

de D. rerio se determinaron por recopilación de la información obtenida en el

servidor NCBI. Las mitades amino y carboxilo de cada una de las hexocinasas

de 100 kDa se analizaron como si fueran polipéptidos independientes (Wilson,

1995). Los alineamientos se realizaron utilizando el programa CLUSTAL W

(Higgins y Sharp, 1988). Los números de acceso al GenBank de las secuencias

de aminoácidos utilizados en este estudio se encuentran en la Tabla 1. El árbol

filogenético se construyó con el software MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) y el

análisis estadístico se realizó con el método Neighbor-Joining (N.J.) usando un

valor de arranque de 1000 repeticiones (Saitou y Nei, 1987).

2.7. Análisis Estadístico

Los resultados de al menos tres experimentos independientes se presentaron

como la media ± la desviación estándar (SD). Para la diferencia entre los

grupos se realizo el análisis de ANOVA utilizando el software GrashPad Prism

v.4 para Macintosh (GraphPad Software, Inc.). Las diferencias se consideran

estadísticamente significativas a un nivel p<0.05.



18

3. Resultados

3.1. Estructura

De acuerdo al GenBank del NCBI, el genoma del pez cebra tiene anotadas seis

secuencias referidas como hexocinasas (Tabla 1). En nuestro análisis

encontramos, que estas secuencias son similares a aquellas que ya han sido

probadas como hexocinasas en otros peces (carpa común, trucha dorada y

trucha arcoíris), (Panserat et al., 2000a, b), así como en la rata y el humano. La

estructura genómica de la familia multigénica de las hexocinasas del pez cebra

comparada con las de humano y rata se muestran en la figura 1. Tres de los

genes del pez (DrGLK, DrADPGK1 y DrADPGK2) codifican para proteínas que

tienen un peso molecular de 50 kDa, estos genes tienen siete exones y están

localizados en los cromosomas 8, 25 y 17 respectivamente. Los otros tres

genes codifican para proteínas con un peso molecular de 100 kDa DrSHXK1 y

DrHXK1 y contienen 18 exones mientras que DrHXK2 solo tiene 16 (Figura 1).

La localización cromosómica de la primera no se conoce, mientras que de las

otra dos se sabe que están en los cromosomas 13 y 5 respectivamente. Estas

secuencias se usaron para el diseño de sondas TaqMan y corroborar así la

expresión de sus respectivos mRNA por RT-qPCR.
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Fígura1. Estructura genómica de las hexocinasas de humano, rata y pez cebra.

Los rectángulos representan a los exones y las líneas a los intrones. Los

números indican el tamaño del exón en nucleótidos. Los números de acceso

utilizados para determinar la estructura de las tres familias de hexocinasas

están descritos en las tablas 1 y 2. Los intrones se redujeron para efectos de

esta presentación. Hs: humano (Homo sapiens), Rn: rata (Rattus norvegicus),

Dr: pez cebra (D. rerio); HXK1: hexocinasa 1, HXK2: hexocinasa 2, SHXK1:

similar a hexocinasa 1, GLK: glucocinasa, ADPGK1: ADP-dependiente de

glucocinasa 1, ADPGK2: ADP-dependiente de glucocinasa 2.
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Figura 2. Cantidades relativas de los RNA mensajeros de las diferentes

hexocinasas del pez cebra presentes en hígado, músculo, cerebro y corazón.

Los RNA mensajeros son representados como fracción del máximo nivel de

expresión en cada órgano. Las abreviaciones son las mismas que en la figura

1. En hígado se expresan principalmente DrSHXK1 y DrGLK, la diferencia de

los niveles de expresión entre ellas no es estadísticamente significativa

(p>0.05). En músculo son expresadas DrHXK1 y DrHXK2, la diferencia entre

sus niveles de expresión es estadísticamente significativa (p<0.001). Por

ultimo, DrHXK1 es la única isoenzima sustancialmente expresada en cerebro y

corazón.
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3.2. Expresión de la hexocinasas en los diferentes órganos

Para nuestro estudio, utilizamos estas secuencias de hexocinasas para

cuantificar sus RNA por RT-qPCR (Tabla 2). Las secuencias DrGLK y

DrSHXK1 son las que se expresan preferentemente en el hígado, la DrSHXK1

es la que se expresa en menor cantidad. En músculo las hexocinasas con

mayor expresión son las DrHXK1 y DrHXK2, aunque la primera en menor

grado. DrHXK1 también se expresa en cerebro y corazón. DrADPGK1 y

DrADPGK2 tienen niveles de expresión muy bajos en los órganos estudiados,

pero esto fue suficiente para confirmar que no son pseudogenes. Sin embargo,

no fueron considerados para estudios posteriores.

3.3. Respuesta de las hexocinasas al ayuno y a la administración de glucosa

Analizamos la expresión de los genes de las hexocinasas en cuatro órganos,

en respuesta a la inanición y subsecuente administración de glucosa (datos no

mostrados). Solo la expresión de la hexocinasa DrGLK cambia

significativamente en el hígado de los peces en ayuno, de 100-110 a 10-15ng

de RNAm. (p<0.001), mientras que el nivel de la glucosa en sangre fue de

aproximadamente 10mM en ambos grupos. No hubo una diferencia

estadísticamente significativa (p>0.05) en los niveles de expresión de los genes

DrHXK1, DrHXK1 y DrHXK2 en los diferentes órganos, comparando los grupos

en ayuno con los que se alimentaron (resultados no mostrados)
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Basados en estos resultados, medimos la expresión del gen DrGLK a

diferentes tiempos en hígados de animales en ayuno y después de la

administración de glucosa, y utilizamos como control peces a los que se les

inyecto solución salina (figura 3). El RNAm de la DrGLK fue sustancialmente

incrementado en el grupo inyectado con glucosa, pero solo después de una

hora de la inyección, mientras que en el control no cambio. Por otro lado, hubo

un rápido aumento (15min.) de glucosa en sangre, la cual se mantuvo en un

nivel alto hasta los 60min. después de la inyección de glucosa. No se

observaron cambios en las concentraciones de glucosa en sangre de los peces

inyectados con solución salina.

3.4. Análisis Filogenético

Determinamos la relación filogenética entre los genes de las hexocinasas de

peces y de mamíferos en un esfuerzo por vislumbrar la evolución de su

expresión en los órganos de vertebrados. El árbol filogenético (figura 4)

muestra cuatro grupos. El Grupo 1 que corresponde a la familia de genes de

referencia de las hexocinasas, también llamado grupo externo. El Grupo 2 que

posee las hexocinasas con el extremo amino. Este grupo puede ser dividido en

2 subgrupos: músculo y cerebro. El grupo 3 incluye las hexocinasas con el

extremo carboxilo. Este grupo también puede ser dividido en los subgrupos

músculo y cerebro. El Grupo 4 tiene el tipo de hexocinasas llamadas

glucocinasas, las cuales tienen un peso molecular de 50 kDa y se expresan en

hígado. Otras características que se pueden ver en la figura 4, son que la

DrHXK1 hace clado con la isoenzima de cerebro de mamíferos, así como con
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la DrHXK2 de músculo. Ésta característica se conserva tanto en los extremos

amino y como en las carboxilo. Por ultimo, DrSHXK1, RnHXK3 y HsHXK3 no

forman ningún clado.

4. Discusión

Las hexocinasas tienen un papel fundamental en el control de los flujos de

carbono, ya que catalizan el primer paso limitante de la glucólisis (Postic et al.,

2001). Estamos interesados en estas enzimas en el pez cebra, por que es un

importante organismo modelo para la investigación biológica, y como parte de

un amplio estudio del metabolismo de carbono en eucariontes que estamos

realizando (manuscrito en preparación). El número de genes para esta familia

de hexocinasas varia entre grupos taxonómicos; por ejemplo, los seres

humanos y los roedores tienen cuatro de estos genes, mientras que la levadura

y el nematodo tienen tres. En el GenBank del NCBI existen seis secuencias

anotadas en el genoma del pez cebra como hexocinasas y confirmamos que

estas codifican para este tipo de enzimas mediante el análisis de sus mRNA

por RT-qPCR y mediante el estudio de su relación filogenética con hexocinasas

de otros grupos taxonómicos. De estas, DrGLK parece ser el ortólogo de la

glucocinasa hepática de mamífero (RnGLK de rata y HsGLK de humano) sobre

la base del 85% de homología y peso molecular similar, su expresión especifica

en hígado (figura 2), la respuesta al ayuno y a la administración de glucosa

(figura 3) así como el clado al cual pertenecen (figura 4).
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Figura 3. Nivel de expresión del gen DrGLK a través del tiempo después de la

administración de glucosa. El histograma indica la cantidad de mRNA de

DrGLK; barras en color negro para peces inyectados con solución salina (S.S.)

y en gris para los peces inyectados con glucosa (G). La línea punteada indica

la concentración de glucosa en sangre del grupo S.S. mientras que la línea

continua indica la concentración de glucosa en sangre del grupo G. La

comparación entre alimentados y ayunados muestra una disminución del nivel

de expresión cuando los peces estaban en ayuno, mientras que la

concentración de glucosa permanece prácticamente constante a través del

tiempo. Para el grupo G (gris) el nivel de expresión de DrGLK fue restablecido

cerca del 50% con respecto a los alimentados 60 min. después de la inyección,

mientras que rápidamente incrementó la concentración de glucosa y

permaneció así durante la primera hora.
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Figura 4. Árbol filogenético de las proteínas hexocinasa de distintas especies.

El árbol fue construido usando el software MEGA versión 4.0 (Tamura et al.,

2007), por el método de N.J. con un valor de Bootstrap de 1000 repeticiones.

Los valores de Bootstrap están indicados sobre las ramas. La A y la C después

del nombre del gen denotan la mitad amino y carboxilo respectivamente. Los
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círculos indican los subgrupos cerebro y músculo. Los números de acceso

están indicados en la Tabla 1. Las abreviaciones son las mismas que en la

figura 1. Véase el texto para la explicación detallada.

En mamíferos, la GLK hepática tiene una Km muy alta por la glucosa, lo que

permite que la glucosa entre al hígado y se acumule como glucógeno durante

el periodo posterior a la absorción. La GLK es también un componente

importante de la regulación de glucosa en sangre, que actúa como el censor

principal de glucosa en células beta pancreáticas, hepatocitos y regiones del

cerebro como el hipotálamo (Matschinsky 1990; Polakof et al., 2007). Por otro

lado, el gen DrGLK es más corto que el ortólogo de mamíferos, así como su

cDNA (800 vs. 1200 pb) que tiene 7 exones en comparación con los 10 de

mamíferos (Figura 1), aunque su cDNA es similar al cDNA de la GLK hepática

en otros peces, como la trucha dorada, la trucha arcoíris y la carpa común

(Panserat et al., 2000a). Las otras dos secuencias del pez cebra de 50 kDa,

anotadas como genes hexocinasa en el GenBank, DrADPGK1 y DrADPGK2

tienen baja homología con la GLK hepática de mamífero (2-5%) y niveles de

expresión muy bajos en los órganos estudiados. Por lo tanto, no los incluimos

en el análisis de expresión y filogenia.

En el genoma del pez cebra hay tres genes de hexocinasa adicionales con un

peso molecular de 100 kDa, que son DrHXK1, DrHXK2 y DrSHXK1. Ellos han

sido considerados como producto de la fusión de un gen ancestral de 50 kDa
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(Tsai y Wilson, 1995) y tienen 50-85% de identidad con las HXKs I, II y III de

mamíferos. DrHXK1 es probablemente el ortólogo de RnHXK1 y HsHXK1,

mientras que DrHXK2 parece ser el ortólogo de RnHXK2 y HsHXK2, sobre la

base de 50-85% de homología de secuencia, similar peso molecular (Figura 4),

expresión en los mismos órganos (Figura 2), similar respuesta al ayuno y a la

administración de glucosa (Figura 3). Al igual que en los mamíferos, la

evolución ha dispersado a esta familia de genes de hexocinasas del pez cebra

por sus diferentes cromosomas. En los seres humanos, por ejemplo, HsHXK1,

HsHXK2, HsHXK3 y HsGLK se encuentran localizados en los cromosomas,

10q22, 2p13, 5q35.2 y 7p15.3–p15.1; respectivamente (NCBI). De hecho,

miembros de muchas familias de genes en los animales están localizados en

diferentes cromosomas. El criterio para considerar familias de genes está

relacionado con parámetros, como el porcentaje de similitud mayor a 50%, la

ontología de genes, la conservación y actividad de sus dominios, la

conservación estructural, etc. (Li 1997).

Es interesante, el hecho de que la distribución de los genes de las HXKs en los

órganos sea similar en el pez cebra con respecto a los mamíferos, y que

también estén relacionados filogenéticamente (figuras 2 y 4). DrHXK1, RnHXK1

y HsHXK1 prevalecen en cerebro; DrHXK2, RnHXK2 y HsHXK2 se expresan

principalmente en músculo y DrGLK, RnGLK y HsGLK se expresan en hígado.

Estas semejanzas en los patrones de expresión, sugieren que su distribución

en los órganos, y por tanto, su ontogénesis, pudo haber sido la misma que en

su último ancestro común, antes de la división de los ciprínidos y los
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mamíferos, hace aproximadamente 450 millones de años (Powers 1991).

Además del bajo nivel de expresión de DrADPGK1 y DrADPGK2, estas no

hacen ningún clado (datos no mostrados), por lo tanto, es difícil establecer sus

relaciones filogenéticas y ortología.

Aunque la familia multigénica de las hexocinasas existe en muchas especies,

su respuesta a carbohidratos difiere considerablemente entre ellas, por

ejemplo, los seres humanos tienen una glucocinasa hepática que se adapta

según sea la entrada de glucosa a la vena porta, incrementando su actividad

enzimática con el aumento del aporte de glucosa. (Borrebaek et al., 1970). En

anfibios como el sapo (Bufo spinulosus), la actividad de la glucocinasa no

cambia después de varios días de ayuno (Ureta et al., 1978). La respuesta es

variable en diferentes especies de peces, y han sido clasificados de acuerdo a

su pobre, intermedia o buena utilización de glucosa (Panserat et al., 2000a), la

respuesta del pez cebra, no había sido estudiada antes.

Se estudiaron los niveles de mRNA de DrSHXK1, DrHXK1, DrHXK2 y DrGLK

en hígado, músculo, cerebro y corazón, con un ayuno de 48hrs, seguido de la

administración de glucosa. Encontramos que, como en mamíferos, el único gen

que responde a la glucosa es DrGLK en el hígado, disminuyendo su expresión

en casi un 85%, mientras que la expresión de los otros genes no cambio en el

resto de los órganos estudiados (resultados no mostrados). La figura 3 muestra

los cambios del mRNA de DrGLK en función del tiempo después de la
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administración de glucosa. Se puede ver que, la glucosa en sangre aumenta

inmediatamente después de su administración, mientras que la expresión del

RNAm de DrGLK incremento cerca del 50% con respecto a los alimentados 1hr

después su administración. La inyección con solución salina no cambio la

expresión de DrGLK o la concentración de glucosa durante la primera hora

después de su administración. Estos resultados indican que, aunque la

inyección IP induce estrés y éste indiscutiblemente altera el metabolismo

energético de los peces, no se refleja en la expresión del gen glucocinasa. Por

lo tanto, se observa que los efectos genéticos de la suspensión y la

readministración de glucosa son similares a lo observado en mamíferos.

El árbol filogenético de la figura 4, confirma la ortología entre los genes de las

hexocinasas del pez cebra y de mamíferos. Por ejemplo, DrHXK1, DrHXK2 y

DrGLK se expresan en los mismos órganos en ambos grupos taxonómicos.

Dos hechos adicionales se pueden ver en la figura 4: 1) el extremo amino de

RnHXK3 y HsHXK3 fue separado antes que la glucocinasa hepática y parece

ser la secuencia ancestral de HXKs y GLK en vertebrados; 2) el extremo

carboxilo de estas HXKs se separó después de las GLKs hepáticas siendo

probablemente ortólogos a la secuencia ancestral del extremo carboxilo en

vertebrados. Por ultimo, para investigar las secuencias reguladoras del pez

cebra, la rata y el humano, se analizaron 1500pb río arriba del codón de

iniciación (ATG), de los genes de HXK de estas especies, utilizando el software

del servidor TRANSFAC (http://www.gene-regulation.com/) para este propósito.

No encontramos ninguna relación entre los perfiles de expresión en los órganos

http://www.gene-regulation.com/
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estudiados del pez y de mamíferos con la posible presencia de factores

transcripcionales. Especulamos que las secuencias responsables de la

regulación de la expresión en los órganos no fueron incluidas en los segmentos

analizados.

En conclusión, confirmamos que el genoma del pez cebra tiene seis genes de

hexocinasas: DrGLK, DrADPGK1, DrADPGK2, DrHXK1, DrHXK2 y DrSHXK1.

DrGLK y DrSHXK1 se expresan principalmente en hígado, DrHXK1 en cerebro

y corazón, mientras que DrHXK2 en músculo. Su ortología con mamíferos (rata

y humano) es de la siguiente manera: DrGLK es la ortóloga a GLK, DrHXK1 es

a HXK1 y DrHXK2 es a HXK2. DrGLK tiene una respuesta similar al ayuno y a

la administración de glucosa así como la tiene la GLK hepática de mamíferos.

Como perspectiva a esto, queda analizar en detalle el papel de la DrGLK en la

homeostasis de la glucosa en el pez cebra.
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